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酵母 Saccharomycescerevisiaeの DNA修復機能欠損株を
用いた化学物質の造伝毒性評価への利用
青 山 動
緒 言
近年,有害化学物質による環境汚染は人間を含むあらゆる生命体の存亡にも係わる塵要
な問題となりつつある.化学物質の毒性試験のためにさまざまな生物がその日的によって
使い分けられている.例えば AmesTestやRec-assayは原核生物であるバクテリア類を
用いた環境変異原性試験法としてよく知られている(Kadaetal.1972,Amesetal,1975,
Matsui,1980,Andersonetal.1981,Wiliams,1985,Bhatiaetal.1987).人間を含む
より高等な生物に対する迫伝毒性に関する情報を得るためには,その原理において同じで
あるとは言え,正枝生物に対する冶伝毒性の試験法を確立しておくことは鮭めて重要であ
ると考える.
本研究の目的は真核微生物酵母を環境変異原性試験に用いる可能性について検討するこ
とである.近年,酵母は生理学や迫伝学の分野において広 く研究材料 として用いられてい
る.酵母は柏物プランクトンに比べて,培養が容易であり,特別な実験設備 t,必要とせず,
安価で,迅速性もあり,毒性試験の供試生物としても用いられるようになってきた(BlttOn
etalリ1984,Kwansniewskaeta1.,1984,Eckerdteta1.,1985,Aoyamaeta1.,1986).酵
母は切 り出し修復,突然変異修復および組換え修復の3つの独立なDNA修復機能を有し
ている.それ故酵母のDNAが化学物質によって手刷藩を受けた時,それは上に述べた3つ
のDNA修復機能のどれか,あるいは全てが機能して修復を受け,酵母の細胞は増殖を続
けることになる,しかし,もし酵母の DNA修復機能が欠損 しておれば,細胞の増殖は止
まるかあるいは抑制される.この特性を利倒して酵母の細胞増殖のパターンを解析するこ
とによって化学物質の DNAに及ぼす影響を推測することができるであろう.本研究にお
いては,有害化学物質として,重金属のカドミウムと4NltrOquinolinelN-oxide(4NQO)
を用いた.本研究においてはDNA修復機能のうちの 1つ,2つあるいは全てを欠除した
突然変異株を用い,化学物質に対するそれぞれの突然変異株の感度を検討 した.酵母細胞
はDNAの損傷によるたけでなく,何等かの生理的要因によっても増殖が止まると考えら
れる.この事を考膚すると,このような研究目的のためには isogenicな株を用いることか
要求される.しかしここで用いられた突然変異株は isogenicではないと思われる.それ故
著者は isogenic株を作出するために野生株と DNA修復機能欠損株とを戻L更地を行っ
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ており.その一部については本稿で述べる.
本研究は日本生命肘剛 汁究肋放念及U文部省科学研究熱 こよって行われた.本研究を進めるに当たり.酵
母の変災株の銀与と.isogenic株を作出するための技術を親切に指涛斬った岡山大学薬学部小野文一郎助
教授に謝意を衷する.
実験材料及び方法
本研究には,発芽によって増殖する酵母 SacchwomycesceTleuisiaeの7種の突然変異株
を供試生物として用いた.これらの突然変異株は国立遺伝研究及び岡山大学薬学部 (小野
文一郎博士所蔵)より預与されたものである.酵母の培饗に用いた YPD培地の組成は次
の通りである.
bacto-yeastextract 10g
bacto-peptone 20g
glucose 20g
蒸 留 水 19
実験に用いた株及び略称は次の通りである.野生株 AOYl,切り出し修復機能欠損株-
AOY2(Fad1),突然変異修復機能欠損株-AO3(rad18),組換え修復機能欠損株-AOY
4 (rad52),これらの突然変異株はどれも紫外線感受性株であり,化学物質にも感受性が
あると報告されている(柳島宜彦他,1982).実験に用いられた他の突然変異株は,上述の
3つの修復機能の2つまたは3つとも欠視した株で,AOY9(radlrad18),AOYll(rad18
rad52),AOY12(radlrad52),及びAOY13(radlrad18rad52)である.実験に用いた化学
物質は変異原性あるいは発ガン性が確認されている4nitoroquinolinelN-oxide(4NQO)
と重金属カドミウム (CdC12)である.また比較のために非変異原物質として知られている
Kanamycinを用いた.多くの有機化学物質は水に不溶性か難溶性であることが多い.その
ような化学物質の微生物を用いた毒性試験を液体培地で行 うとき,化学物質は何等かの溶
媒を用いて溶解させねばならない.それ故実験前に溶媒自身の供試微生物に対する毒性作
用を調べておくことが必要である.本研究においては,溶媒として DMSO とエタノール
の酵母の増殖に及ぼす形轡を検討した.
酵母の培養には全自動微生物培茸装置 BLOSCREENC (Lab-system社製)を用いた.
培養開始前に細胞計数美濃CELLTAC(NihonKoden社製)を用いて細胞密度を計測し,
初期の細胞密度を5×105cels/mlとなるように設定し,培養温度は30±0.2℃に保持した.
細胞密度は波長660nmの吸光度を測定することによって行い,20分間隔で自動的に連続測
定し,酵母細胞の増殖曲線を得た.各浪度区に対して,4回の繰 り返し実験を行い,その
中に他と比べて著しい差異があるデータは平均値を求めるときに計算から省いた.予め求
めておいた吸光度と細胞密度との関係から,吸光度を換算して細胞数を求めた.苛性強度
を評価するために,計測された吸光度から次式によって,各強度区に刈する酵母の貴大増
殖速度定数 〃 (1/h)を算出した.
〟-1n(ABS2/ABSl)/T
ここで.ABSl.ABS2はそれぞれ時刻 Tl,T2における吸光度である.Tは(T2-
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Tl)で,計算に際しては1時間を取った.Tl,T2の選定は実験で得られた酵母の増殖
曲線からFLの値が拡大となる時刻を選んだ.酵母細胞の生存率は,対照区の細胞密度が初
期細胞密度の10倍値 (5×106cels/ml)になったときの対照区の細胞密度に対する実験区
の細胞密度の比から井出した.
実験結果及び考察
Fig.1および Fig.2はそれぞれ溶媒 DMSO およびエタノールの漉度変化に対する増
殖速度定数の変化を示している.培地中のエタノール漉度が10%以下の時には増殖速度定
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数に影響を与えなかった.DMSO浪度か20/Oを越えると,実験に用いた4種の突然変異株
に対して増殖阻害が認められた.それ故 DMSO を溶媒として用いるとき,2%以下に抑
えるべきである.葵際の寄性試験においては,エタノール浪度が10%を越えたり,DMSO
濃度が2%以上で用いるケ-スは希であると思われるので,実用上これらの物暦を溶媒と
して酵母を用いた毒性試験に使用しても問題はない.本実験においては,カドミウムは蒸
留水を,4NQOはエタノールを溶媒として用いた.実験に用いる4NQOの貯蔵溶液とし
て,100%ェタノール溶液 12に500mgの4NQOを溶解させ,10mg/P漣度の4NQO溶
液を作成するのに,蒸留水で希釈した.この時てエタノール濃度は2%に相当する.それ
故,エタノール濃度は100/Oを越えていないので,酵母の増殖に及ぼすェタノールの影IVは
無視した.しかし蒔性試験において,有機溶媒を用いるとき,それ自身が毒性を持つ事か
あるので,溶剤と供試化学物紫の毒性の相互作用を予め調べてお くことは重要である
(Stra亡亡on,1987,1988).培地に4NQO とカドミウムをそれぞれ単独に添加したときの
環大槽租速度定数の濃度依和室Eを Tables1,2に示す.4NQO あるいはカドミウムを
漆加したときの AOYl(野生株)の増柵速度定数は他の突然変異株より高い値か観測され
た.いくつかの株の対照区の増殖速度定数の値は必ずしも-一致しなかった.これは実験誤
差に加えて,これらの株が遺伝学的に同質(isogenic)でない串にも起因していると考えら
れる,言い替えれば,株によりこれら2つの化学物質に対して感受性に差があることを示
している.
TabLe1.RelativeGrowthRatefor4NQO(1/h)
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Table2.RelativeGrowthRateforCd(1ノh)
ConcentratlOnOf4NQO(mg/B)
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Figs･3,4は4NQOを添加した時のAOYlとAOY4 (rad52-組替え修復機能欠抗
秩)株の増殖曲線の変化を示している.4NQOは変異原物質であり,培地中の浪度の増加
とともに誘導期が長くなり,増殖速度定数が小さくなった.この傾向はAOYl株よりAOY
4株の方が強く現れた.添加した毒物の浪度の増加とともに,酵母の増殖が低下し,野生
株と突然変異株との間に増的速度に差が生じるのは毒物によるDNAの均衡が起こり,那
生株では修復機能が働いているが,欠損株では修復されすに細胞死が起こっていることを
示している.これを確認するために,非変異原物質として知られているKanamycinを境
地に添加することによって酵母の増殖特性に影響があるかどうかを調べた.Fig,5は増殖
速度定数とKanamycin汲度との関係を示している.実験に用いたほとんどの株は異なる
Kanamycin漉度に対して,標準的な相席速度定数が得られた.しかL前にも述べたように,
これらの株は完全な同質遭伝子株ではか ､ので,いくつかの株はそれに固有の増殖速度定
数を持っている.AOYl株の細胞増殖は,Kanamycin濃度か10mg/A程度になっても影
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轡されなかった.Fig.6はカドミウムを添加した時の8種の野生株及び変異株の増殖速度
定数から求めた増殖阻平準を示している.阻宰牢 (I.良)は次式によって求めた.
LR(%)
- (11jLc｡nJpL｡,)×100 (2)
ここで FLc｡｡t及び JLl｡Xはそれぞれ対照区及び毒物を添加した実験区の最大増殖速度定数
である.Fig.7は生存率を示している.生存率は対照区の酵母の細胞数に対する化学物質
が添加された酵母細胞数の比として定嚢されている.カドミウムが培地に添加された突然
変異株の増殖阻害率は広くなり,生存率は低下した.これはカ ドミウムによって誘起され
たDNA傷害のためであると考えられる,これはBucilussublilusを用いた recassayと
同様な理論に基づいている.Figs.8,9は同様にして4NQOを培地に添加したときの増
殖阻害率と生存率の濃度依利生を示している.これらの図は4NQOにより規傷を受けた時
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1,0
の DNA修復機能の強さが次のように株によって異なることを示している,
AOYl (野生株)>AOY2 (切り出し修復機能欠場株)>AOY3 (突然変異修復機能欠
根株)>AOY4(組換え修復機能欠根株).AOY9(組換え修復機能保有株)>AOY12(突
然変異修復機能保有株)>AOYll(切り出し修復機能保有株)>AOY13(全ての修復機能欠
損株)
一般的に言うと,3つの修復機能を有するAOYlは DNAの修復に関Lて他のどの突
然変異株よりも強い修復機能を有している.また3つとも修復機能を欠祖しているAOY13
株は4NQOに対して碇も感受性が強く,1つの修復機能を欠損する株より,2つの修復機
能を有する株の方が感受性が強いと言える.そして3つのDNA修複機能の中で,4NQO
で損傷を受けた酵母の修復機能の順序は,切り出し修復>突然変異修復>組換え修復とな
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った.しかしカドミウムに関しては4NQOの場合のようなuJl確な DNA修復能の順序は
得られなかった.前述のように,この理由の 1つは実験に用いた株は同質遺伝子株でない
ことによるものてあろう.又,4NQOは有機化学物質で.カ ドミウムは重金属であり,酵
母に対する蕃性作用機構が異なることが考えられる.DNAに対する損傷に加えて,様々な
生化学的作刷による細胞磁性のために細胞増殖が抑制されたためとも考えることができる.
もし,対照群 (野生株)と実験に供試した突然変異株とにおいて生化学的な傷害が同じで
あると仮定できるなら,それらの株の冊での増殖の差異は化学物質によって誘起されたDNA
蛸掛 二起因するものであると言える.このような考え方の下で酵母の変異株を遺伝遵性評
価に用いるためには,これらの株がisogenicであることが望ましい.そこで突然変異株(AOY
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4)と野生株 (AOYl)とを戻し交雑を5回繰り返し,isogenic株 (CA15)を作出した.
5回の戻し交雑により,確率的には2つの株の遺伝子は1/32の確率の相異があるだけで,
遺伝学的には isogenicであると見なせる.Figs.10,11はカドミウムと4NQO とをそれ
ぞれ培地に添加した時の野生味と元の変異株と交雑後の3種の株の増殖阻害率を示してい
る.高波度でのカドミウム区を除いて,変異株の増殖阻晋率は野生株のそれより高かった.
しかしカドミウムは4NQOに対してAOY4株とCA15株とは感受性の強さが逆になった.
現段階ではこの正確な理由は明らかではないが,カドミウムと4NQOの遺伝毒性の機構が
異なるために増殖に異なる影響を与えたものと考えられる,
摘 要
酵母のDNA修復機能欠根株の増殖阻害は非変異原物質であるKanamycinでは観測さ
れなかったが,変異原物賓である4NQOでは観測された.カドミウムは4NQOと程度の
差はあるか,増殖阻害がみられ,変異原物質であると考えられる.これらの結果から,DNA
修復機能を欠損した酵母の変異株はisogenicな野生株と並行して使用することにより,環
境変異原検出系の供試生物になり得る可能性が兄い出された.これらのシステムのDNA修
復機能の強さは,4NQOに対して,組換え修復能>突然変異修復能>切り出し修復能の順
であった.カドミウムに対する順序と4NQOの順序とは同じでなかった.これらの化学物
質は異なる遺伝毒性作用を持っているためと思われる.しかし,本研究で用いた変異株は
もともとisogenlCでなかったと考えられるので,今後 isogenic株を作出し,これらの結
果の追試と確認を行って行 くことが必要である.そして辞母の isogenic株を用いることに
よって,炎核微生物を用いた環境変異原性試験が容易に行えるようになると考える,さら
に3櫨のDNA修復系と化学物質の物理 ･化学的特性との関係が遺伝毒性試験法の立場か
ら説明できるようになるであろうと思われる.
62巻 (1991) 279
参 考 文 献
1 Ames,BN.McCamn,JandYamasakl.E1975Methodsfordetectingcarcinogensand
mutagenswiththeSalmonela/mammalan-microsomemutagenicltytest Mutation
Research,31.3471364.
2 Anderson.DandLongstaff,E1981AnappralSalofmutagenicitysystemsTheÅna)yst,
106:1-22.
3.Aoyama,I,Ludo,A andVeH(y,IA 1986EllectoFcobal卜magneslumJnteraCtjonon
growthofSaccharomycescerevisiaeToxictyAssessmentAninternationalQuaterly.
1 211-226.
4 Bhatla,A.L,Taush,H.andStehlk,G.1987MutagenlCltyOfchroninatedpolycyclC
aroma[iccompounds.EcotoxicologyandEnvlrOnmentalSafety.14 48-55.
5,Bitton.G.Koopman,BandWang,H.D1984Baker'syeastassayprocedurefortestlng
heavymetaltoxicityBunElV】rOnContam Toxicol,32 80-84.
6.Eckardt.F.andSiede,W 1985MutagentestingwithyeasLBasicLifeScience,34.305-
322.
7.Kada,T Tsuch】kawa,T andSada)e,Y 1972Envitroandhos卜media〔ed"recassay
procedLIreSForSCreenlngChemicalmutagens.andphloxlne.amutaglnlCreddyedetected
MutahonResearch,16■165-174.
8.Kawasniewska,KandKaiser,KL.E1984EcotoxICltiesorselectedchloroanilinestofour
strainsofyeast.QSARinEnvlrOnmentalToxICOlogy,edbyKalSer.K LE.,D Reidel
PublShingCompany,223-233.
9.Matsui,S.1980EvaluatlOnOfaBacllussubtlLlSreC-assayforthedetectionofmutagens
Whichmayoccurinwaterenvironment.WaterResearch.14I1613-1619.
10 S【ratton,GW.1987Toxiceffectsoforganicsolventsonthegrowthofbluegreenalgae
BullEnviron.Contam Toxlco)ogy,38 101211019,
ll.Stratton.G.W andSmith,T M.1988【nteractlOnOforganicsolventswithgreenalgae
ChloreHapyrenoidosa.BunEnvironConlam ToxLCOlogy,40 7361742.
12.WlHlamS,L.良.1985QualityassureranceconsideratlOnSinconductingtheAmestestln
QualityassureanceforenvironmentalmeasurementsASTMSTP260-271.
13.柳崩直彦,大崎泰胤 大隅正子.1982 酵母の解乱 純鉄社サイエンティフイ･.'ク. pp.186.
280 虚 字 研 究
ApplicationofDNA Repair-DeficientMutantsofYeast
Saccharomycescereulsiaefor
GeneticToxicityTestingofChemicals
lsao AoYAMA
Summary
ThepossibilitytodetectDNAdamagingsubstnceswasinvestigatedusingDNA
repair-deficientmutantsofaeukaryoticmicrooranism,theyeastSaccjwromyces
cereuisiae.TherearethreekindsofindependentDNA repairsystemsforyeast,
excisionrepair(RAD2),mutationrepair(RAD18)andre-combinationrepair(RAD52).
Intheexperiments,mutantswhicharedeficientinone,twooraltherepairsystems
wereusedandcomparedfortoxicsensitivitytochemicals.Chemicalsusedforexperi･
mentswereCadmium(Cd)and4-Nitroquinolinel10xide(4NQO)whichisknownasa
carcinogenicsubstance.Yeastcel一swereincubatedat30℃ Withoutshakingusinga
BIOSCREENCsystem(producedbyLabsystems).Relativegrowthrateandsurvival
ratewerecalculatedtoanalyzethedata.Thesensitivityto4NQOobtainedfromEC50
Valuesoftheinhibitionrateforre一ativegrowthrateWasintheorderofradl
rad18rad52,radlrad52,rad18rad52,radlrad18.radl,rad52,andwildtype.Themutant
thatisdeficientinalDNArepairsystemswasthemostsensitivewithrefencetothe
inhibitionofce日growthandthewildtypewastheleast.Thisphenomenonshowsthat
4NQOdamagedDNAandtheintensityoftheeffectwasdependentontheDNArepair
systems.
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